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) Reagenzienkit zur Preparation von Nukielnsiuren 

) Zur Gewinnung von BiomolekQIen, Insbesondare von 
Nudeinsauren sus biologtechen Proben, z. B. aut Bfut 
warden die zelluiaren Bestandteile einer Wologlschen Probe 
amer Lysa unterzogen, wobel die Zellkeme intakt Weiben, 
und in eine RNA enthaltende und in eirte DNA errthaftende 
FraktJon aufgetrennt 
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Beschreibuiig gischen Proben und insbesondere axis Blut zu extrahier- 



en. 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gelast durch 
Isolienmg von DNA enthaltenden und RNA enthalten- ein Verfahren zur Trennung und Isolienmg von DNA 
den Fraktionen aus ZeQen sowie einen Reagenzienkh 5 enthaltenden und RNA enthaltenden Fraktionen aus in 
zur Gewinnung und Auftrennung von RNA enthalten- biologischen Proben enthaltenen Zellen, worm man die 
den und DNA fnth^^ft" Fraktionen aus Zeflen und ZeUen mh einer Ldsung I behandeh, die eine Lyse der 
Zellen enthahenden biologischen Proben. Zeflen bewirkt, wobei die Zellkerne jedoch intakt bid- 
Die Entwickhing von Radioimmunoassays und ELI- ben und durch Zentrifugatkra die DNA enthaltenden 
SAs hat in den letzten Jahren eine umfangrekhe Dia* 10 Zellkerne von der fiberstehenden, RNA enthaltenden 
gnostik auf Bhitbasis ermdglicht So konnten beispiels- Ldsung trennt Bevorzugt umfafit die Ldsung I ein De- 
weise aus Blut von Patienten und Versuchstieren auf tergenz, ein Reduktionsmhtel, dazu optional einen 
Proteinebene der Hormonstatus und Markermolekfile RNAse-InMbitor und einen Vanadylribonukleosidkom- 
von Erkrankungen besthnmt werden. Da jedoch bei auf plex neben weheren, gegebenenfalls vorhandenen ubli- 
Antigen-Antikdrper-Wechselwirkungen basierenden 15 chen Puffersubstanzen und Hilfsstoffen. Zur Lyse wird 
Bestimmungsverfahren fOr jedes Antigen ein individuell bevorzugt eine Ldsung I verwendet die 5 bis 50 mM 
abgestimmter Assay und zudemoftmals ein antigenspe- TRIS-HCJ pH 7 bis 9, (M bis 1 M Nad, 05 bis 4 mM 
zifisches Extraktkmsverfahren erforderlich ist, ist die MgO* W bis 1% Nonidet-P-40 (NP-40), 0 bis 200 mM 
Entwicklung von Radioimmunoassays (RIAs) und ELI- Dhhiothrehol 0 bis 3000 U'placentaren RNAse-Inhibi- 
SAs aufwendig. Weherhin konnen die antigenen Egen- 20 tor und 0 bis 50 mM Vanadylribonudeoadkomplex urn- 
schaften eines Analyten Ahnlichkeiten mh denen ver- faBt Besondere bevorzugt enthfllt die Lasting 1 6 bis 14 
wandter Antigene aufweisen, wodurch es zu uner- mM Tris-HO, pH 7 bis 8, 0,12 M bis 048 M Nad, 1 bis 2 
wflnschten Kreuzreaktionen kommen kann, die die Zu- mM MgCb und 03 bis 1 % NP-40. 
veriassigkeit und Senshivitat von solchen Tests begren- Durch das erfindungsgemaBe Verfahren kdnnen Nu- 
zeaZudemsind diese Nachweisverfahrenzumeistnicht 25 kieinsauren aus einer biologischen Probe extrahiert und 
in der Lage, kurzzehige Veranderungen oder frfihe Sta- in one RNA- und eine DNA-Fhtktion aufgetrennt wer- 
dien einer Entwicklung, in denen nur marginale Veran- den. Es wird eine ausreichende Trennung von DNA und 
derungen gegenfiber dem Ausgangszustand auftreten, RNA auch ohne den Einsatz zusatzlicher arbeitsmtensi- 
zuerfassen. ver Reinigimgsschritte erreicht Es ist moglich, die RNA 
Aufgnmd der eingeschrankten Einsatzmdglichkeiten 30 im wesentlichen frei von DNA-Verunreinigungen zu er- 
von NachweJsverfahren auf Peptidbasis wurden sowohl hahen. Mittels an den getrennten Fraktionen durchge- 
fQr die Diagnostik als auch ffir die klinische und grundla- fQhrter Konzentrationsbestimmungen, z. B. mittels opti- 
genorientierte Forschung Diagnoseverfahren auf RNA- scher Dichtemessungen, kSnnen die in einer biologi- 
Basis entwickelt, die herkdmmlichen Peptidnachweis- schen Probe voriiegenden Mengen der jeweQigen Nu- 
verf ahren an Senshhdtat und Spezifitat wdt flberiegen 3s kieinsauren genau bestimmt werden. Dadurch wird eine 
sincL quantitative Nukieinsaurediagnostik ermdglicht 

Solche auf RNA basierende Diagnoseverfahren beru- Weherhin ist die Qualitat sowie die Quanthat der mit 

hen im allgemeinen auf der Verwendung von markier- dem erfinduogsgemafien Verfahren erhaltenen RNA 

ten sequenzspezifischen Sonden und setzen die Extrak- gegenfiber RNA aus herkdmmlichen Verfahren mh 

don quanthativ und qualitatrv bestimmbarer RNA aus 40 ahnfichem Zeh- und Arbeitsaufwand deutlich verbes- 

einer Probe voraus. Aufgnmd dieser notwendigen Vor- sert 

aussetzung konnte jedoch bisher die RNA-Diagnostik Das erfindungsgemaBe Verfahren ermdglicht zudem 

nicht routmemaBig fOr periphere mononukleare Blut- die Extraktion und Trennung und Isolienmg von RNA 

zellen (PMNB) angewendet werden, da kein ausrei- und DNA in kurzer Zeit und schafft somit die Voraus- 

chend zuverl&ssiges, routmemaBig einsetzbares RNA- 45 setzungen fur eine routinemaBige Nukleinsaurediagno- 

Extraktionsverfahren aus Vollbhrt bekannt war. stik. 

Die Diagnostik mittels RNA aus peripheral mononu- Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt die Gewin- 

klearen Blutzellen ware aber interessant, da damh u. a. nung von Nukleinsauren aus Zellen biologischer Pro- 

hamatologische Erkrankungen, endogene Retroviren, ben. Die Zellen kannen dabei aus Kdrperflfissigkehen 

Viren oder die Zytokinexpression von Blutzellen bei 50 isoliert werden, oder es werden Zellen aus Zellkulturen 

entzQndlichen^xnmunolog^chen Erkrankungen nach- oder Zellsuspensionen verwendet Bevorzugt werden 

gewiesen werden kdnnten. als Proben Blut, Blutzellen oder Zellkulturen und beson- 

Schwierigkeiten bei der Extraktion von RNA aus ders bevorzugt VoDblut verwendet 

PMNB bereitet vor allem die Tatsache, daB der fiber- In einer bevorzugten Ausffihrungsfonn der Erfindung 

wiegende Anteil (50—70%) der PMNB Granulozyten 55 werden die zellularen Bestandteile einer biologischen 

sind, die einen hohen RNAse-Gehalt und einen niedri- Probe, z. R. die Zellen von VoHblut, aus der Probe abge- 

gen RNA/DNA-Quotienten aufweisen. Die Verwen- trennt Man geht dabei von Blut aus oder verwendet die 

dung von herkdmmlichen Extraktionsverf ahren, in de- Blutzellen nach einer Plasmaseparation, die nach an sfch 

nen stark chaotrope Reagenzien wiez.B. Guanidinhnni- bekannten Methoden ausgefuhrt werden kann. Die Ab- 

sothiocyanat eingesetzt werden, fuhrt bei der Extrak- g> trennung kann beispielsweise durch Zentrifugation in 

don von RNA aus PMNB zu unakzeptabel hohen DNA- dner gekfihhen Zentrifuge bei 1000 bis 2000 x g fur 1 

Anteflen in der extrahierten RNA. Fur Routineverfah- bis 5 Minuten erfolgen. Der Oberstand wird dann abge- 

ren ist jedoch eine aufwendige Reanigung der mh DNA trennt, und die zellularen Bestandteile werden vorzugs- 

verunreinigten extrahierten RNA, beispielsweise fiber weise in einer PufferiSsung gewaschen. Dazu werden 

einen Cashunchloridgradienten, nicht praktikabeL 65 die zellularen Bestandteile zunachst in einer Pufferld- 

Auf gabe der voriiegenden Erfindung war deshalb die sung, die bevorzugt 1 00 bis 200 mM NH4Q, 5 bis 20 mM 

Bereitstellung eines Verfahrens, das es ermogficht, RNA KHCO3 uml 05 bis 2 mM Na-EDTA umfafit, resuspen- 

und DNA weitgehend getrennt voneinander aus biolo- diert Besonders bevorzugt enthalt die PufferlSsung 135 
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bis 175 mM NH4Q 8 bis 14 mM KHCO3 und 08 bis U arbehung der extrahierten MolekQle. Bevorzugt wird 

mM Na-EDTA- Diese Ldsung bewirkt, dafl rote Blut- ein Probevolumen zwischen 50 ul und 5 ml verwendet 
kdrperchen, die fur die RNA-Isolierung unbrauchbar Weiterbin umfaBt die voriiegende Erfindung emen 

sink lysiert werden und nach erneuter Zentrifugation Reagenzienkit zur Auftrennung von DNA enthahenden 

ledigUch die weiBen Blutzellen fur die weheren Verfab- 5 und RNA enthaltenden Fraktion aus Zellen oder ZeOen 

rensschrhte verbleibea Esistim Rahmen der voriiegen- enthaltenden biologischen Proben, wobei der Reagen- 

den Erfindung auch mdglich, kleine Bhrtmengen (bis ca. zienkh eine Ldsung I enthih, umfassend ein Detergens, 

500 id) direkt mit dieser Pufferidsung (Verhahnis ca. ein Reduktionsmittd, optional einen RNAse-Inhibhor 

1 • 2 bis 1 • 50) zu versetzen, wobei ebenfalls der Eff ekt und einen Vanadylribonucleosidkoniplex. Bevorzugt 

erzielt wird, daB rote Bhitzellcn lysieren und bei einer 10 umfaBt die Ldsung 1 5 bis 20 mM TRIS-HQ, pH 7 bis 9, 

nachfolgenden Zentrifugation lediglich die RNA- und <U bisl M NaO, 05 bis 4 mM MgO* 03 bis l%Noni- 

DNA-haltigen weiBen Blutzellen als Pellet erhalten det-P-40 0 bis 200 mM Dithiothrehol, 0 bis 3000 U 

werden. placentaren RNAse-Inhibitor und 0 bis 50 mM Vanadyl- 

AnscblieBend werden die zellularen Bestandteile ab- ribonucleosidkomplex. Besonders bevorzugt enthilt die 

getrennt Dies geschieht bevorzugt dadurch, daB die 15 L6sungI6bis 14 mM Tris-HQ pH 7 bis 8, 0,12 M bis 

Suspension fur I bis 10 Minuten auf Eis gelagert wird 0,18 M Nad, 1 bis 2 mM MgCfe und 03 bis 1 % NP-40. 
und anschlieBend bei 1000 bis 2(XX) x g zentrifugiert Bevorzugt enthilt der Reagenzienkit zusatziich eine 

wird Der waBrige Oberstand wird daraufhin entfernt, Ldsung II, umfassend 5 bis8£ M Harnstoff, 0,1 bis 3% 

ohne das Zellpellet zu zerstdren. Natriumdodecylsulfat, 02 bis 1 M NaOL 2 bis 20 mM 

Die auf diese Weise aus Blut erhaltenen Zellen oder 20 EDTA und 5 bis 20 mM Tris-HO, pH 7 bis 8, mit der die 

Zellen aus Zellkulturen werden dann mh einer Ldsung abgetreimte RNA behandelt werden kann. Bevorzugt 

behandelt, die eine Lyse der Zellen bewirkt, bei der die enthah die Ldsung II 6 bis 8 M Harnstoft 05 bis 2% 

ZeUkeme intakt bleiben. AnschlieBend kdnnen DNA SDS, 0,3 bis 05 M NaO, 5 bis 15 mM Na-EDTA und 5 

und RNA getrennt werden, da sich die DNA in den bei bis. 10 mM Tris-HO, pH 7 bis 8. Weiterhin kann eine 

der Lyse intakt gebliebenen ZeUkernen befmdet, wlh- 25 Pufferidsung, die bei der Gewinnung von Zellen aus 

rend die RNA in der Ldsung voriiegt Die Abtrennung Blut vortealbaft verwendet werden kann, umfassend 100 

erf olgt bevorzugt in einer gekuhhen Zentrifuge bei 500 bis 200 mM NH4CI, 5 bis 20 mM KHCO3 und 05 bis 2 

bis 3000 x & vorzugsweise 1000-1500 x g fur 3 bis mM EDTA enthalten sein. Diese Pufferidsung bewirkt 

5 Minuten. Das Pellet der Zentrifugation, das die Zell- eine Lyse von roten Blutzellen, weiBe Blutzellen bleiben 

kerne der Zellen (z. B. Blutzellen) und somit die DNA 30 intakt Besonders bevorzugt enthah die Pufferidsung 

enthah, kann direkt weiterverarbeitet werden oder bei 135 bis 175 mM NH4CI, 8 bis 14 mM KHCO3 und 03 bis 

20°Coder - 80° C gelagert werden. 13 mM Na-EDTA. 

ErfindungsgemaB bevorzugt wird nach der Trennung Weiterbin kann der Reagenzienkit Mittel zur Extrak- 

von DNA enthaltenden Zellkernen und RNA enthalten- tion von RNA aus waBrigen FlOssigkehen, z. B. eine 

der Ldsung die ietztere mh einer Ldsung n versetzt, 35 RNA-bindende Matrix oder geeignete Ldsungsmittel- 

welche ein Denaturierungsmhtel, ein Detergens und gemische, wie beispielsweise ein Gemisch aus Phenol/ 

weitere Qbliehe Pufferkomponenten umfaBt Der die Chloroform/Isoamylalkohol mit einem Volumenver- 

RNA enthaltende Oberstand wird bevorzugt mit etwa hahnis von 25/24/1 und ein Gemisch aus Chloroform/ 

dem gleichen Volumen an Ldsung EE versetzt Die Ld- Isoamylalkohol mh einem Volumenverhahnis von 24/1 

sung LI kann beispielsweise 5 bis 8£ M Harnstoff, 0,1 bis 40 enthalten. 

3% Natriumdodecylsulfat (SDS), 02 bis I M Nad, 2 bis Die Erfindung umfaBt weiterhin die Verwendung ei- 

20 mM EDTA und 5 bis 10 mM TRIS-HQ pH 7 bis 8 nes solchen Reagenzienkits in einem wie oben beschrie- 

umfassen. Bevorzugt enthah die Ldsung II 6 bis 8 M benenVerfahren. 

Harnstoff, 0,5 bis 2% SDS, 0,3 bis 0,5 M NaO, 5 bis 15 Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele na- 

mM Na-EDTA und 5 bis 10 mM Tris-HO, pH 7 bis 8. 45 her eriautert: 

Aus dem gegebenenfalls mh Ldsung II versetzt en 
Oberstand kann die RNA nach an sich bekannten Me- Beispiel 1 

thoden gewonnen werden. Dazn wird beispielsweise das 

gesamte Flflssigkeitsvohimen mit einer geeigneten Gewinnung von Plasma, Zellkernpellets mit 

RNA-bindenden Matrix zusammengebracht, von der 50 genomischer DNA und cytoplasmatischer RNA aus 
die RNA dann selektiv wieder abgewaschen werden 5mlVollbhit 
irnnn Es ist auch mdglich, die RNA auf herkdmmliche 

Weise mit einem etwa gleichen Volumen eines Ldsungs- 5 ml EDTA-Vollblut wurden fQr 3 min bei 1200 x g 

mittels, bestehend aus Phenol/Chloroform/Isoamylal- bei 4°C in 15 ml-Rdhrchen zentrifugiert und der plas- 

kohol, beispielsweise mit einem Volumenverhahnis von 55 matische Oberstand entfernt Dieser kann bei -20°C 

etwa 25/24/1, und anschlieBend mit einem etwa gleichen zur weheren Verarbeitung; z-B. zur Proteinbestim- 

Vohnnen Chloroform/Isoamylalkohol, beispielsweise mung, gelagert werden. 

mit einem Volumenverhahnis von etwa 24/1 zu extra- Das das Pellet enthaltende Rdhrchen wurde auf 14 ml 

hieren. Die RNA kann dann in einem 2- bis 2%fachen mh einer Pufferidsung, umfassend 100 bis 200 mM 

Volumen 100%igen Ethanol oder in einem etwa giei- 60 NH4CI, 5 bis 20 mM KHCQ3 und 05 bis 2 mM EDTA, 

chen Volumen bopropanol gefallt werden. Die Konzen- auf gefullt, gut durchmischt und fur 5 min auf Eis gestellt 

trierung des Praziphats kann durch Zentrifugation bei Der Oberstand wurde vollstandig abdekantiert und das 

10 000 bis 100 000 x gfut 5 bb 30 Minuten erfolgen. verbleibende ZeDpeBet wurde in 1 ml einer Ldsung I, 

Das erfindungsgemiBe Verfahren ermdglicht die Ge- umfassend 5 bis 20 mM TRIS-HCI, pH 7 bis 9, 0,1 bis 1 M 
winnung von Nukleinsauren aus Probenvolumen zwi- §5 NaO,0,5bis4mMMg02,0,3bisl%Noriidet-P-40 f Obis 

schen 10 ul und 10 ml, ohne daB ihre Integrity beein- 200 mM Dithiothreitol, 0 bis 3000 U placentaren RNA- 

trachtigt wird, und ermdglicht eine anschlieBende enzy- se-Inhibhor und 0 bis 50 mM Vanadylribonudeosid- 

matische biochemische und molekularbiologische Ver- komplex resuspendiert Die Suspension wurde fur 5 min 
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bei 1700 x g zentrifugiert Das Zellkernpellet und der 
Oberstand wurden getrennt Das Zellkempcllet enthalt 
die genomische DNA und kann bis zur weiteren Verar- 
behung, z.E fQr DNA-Analysen, bei -20°C gelagert 
werden. 5 

Der Oberstand wurde in em Reaktionsgef&fi gegeben, 
das 1 ml L6sung H, umfassend 5 bis BJ5 M Hamstoff, 0,1 
bis 3% NatriumdodecylsulfatO^ bis 1 M Nad, 2 bis 20 
mM EDTA und 5 bis 20 mM Tris-Hd, pH 7 bis 8, 
enthielt Die so entstandene Ldsung wurde zur RNA- 10 
Gewinnung den fiblichen Extrakdons- und FaDimgsver- 
f ahren mit organischen Ldsungmitteln unterzogen. 

Altemativ dazu kann der Oberstand von L5sung I, 
gegebenenfalls zusammen mit Ldsung II zur RNA-Ge- 
winnung auch mit einer geeigneten RNA-bmdenden 15 
Matrix zusammengebracfat werden, von der die RNA 
durch Wascfaschritte wieder ehriert wird 




Gewinnung von ZeDkernpeOets mh genomischer DNA 
und cytoplasmatischer RNAaus 100 ul VoIIblut und 
Isolierungder RNA hieraus 

Durch dieses Beispiel soli gezeigt werden, dafi das 25 
erfindungsgem&fie Verf ahren auch die Verwendung von 
Mikromengen an Blut als Ausgangsmaterial exiaubt 

Es wurden die gleichen Ldsungen I, II und Pufferld- 
sung wie in Beispiel 1 verwendet 

In ein geeignetes ReaktionsgefilB auf Eis oder bei 30 
Raumtemperatur wurden 1,5 ml Pufferlosung einge- 
bracbt, zu der 100 ul EDTA-VoDblut pipettiert wurden. 
Das Blut wurde sorgfaitig mit der Ldsung durchmischt 
und das Gemisch 5 Minuten auf Eis gelagert Die Zellsu- 
spension wurde anschlieBend fQr 3 min 1000 x g bei 35 
4°C zentrifugiert Das Pellet wurde abgetrennt und in 
700 ul Losung I (10 mM Tris-HO, pH 7 A 0,15 mM NaCl, 
1,5 mM MgO* 0,65% NP-40) resuspendiert Die Sus- 
pension wurde bei 1700 x g fQr 5 min zentrifugiert Der 
Uberstand und das Zellkernpellet wurden getrennt und 40 
das Zellkernpellet bei — 80°C zur weiteren Verarbei- 
tun& Z.B. fQr DNA- Analyse, gelagert Der Oberstand 
wurde in ein Reaknonsgefafi mh dem gleichen Vohimen 
wasserges&ttigtes PhenoUCWoroform/Isoamylalkohol 
mit einem Volumenverhaltnis von 25/24/1 gegeben, 45 
1 Minute geschuttelt (Vortex) und fur 3 Minuten bei 
12000 x g zentrifugiert Der erhaltene Oberstand wur- 
de anschlieBend mit dem gleichen Vohimen Ghloro- 
f orm/Isoamylalkohol mit einem Volumenverhaltnis von 
24/1 zusammengegeben, 30 Sekunden geschQttelt und so 
5 Minuten bei 15 000 x g zentrifugiert Der w&Brige 
Oberstand wurde mit gleichem Volumen L5sung H(7M 
Hamstoff, 1% SDS, 0,35 M NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM 
Tris-HO, pH 7,4) versetzt gevortext und sofort nach 
Zugabe des 2%fachen Volumens an 100%igem Ethanol 55 
20 Minuten lang bei 15 000 x g und 4° C zentrifugiert 

Beispiel 3 

Gewinnung von cytoplasmatischer RNA aus go 
ZeDkulturen 

Eine in 6-Well-Platten wachsende Zellkultur wurde 
mit einer geeigneten Waschldsung gewaschen, von der 
gesamten Flussigkeit befreh und anschlieBend mh 65 
200 ul Ldsung I Qberschichtet Die Zellkulturplatten 
wurden fQr 10 Minuten auf einem RotationsschQttler 
geschQttelt und die Flussigkeit anschlieBend vollstandig 
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abpipettiert Die weitere Verarbeitung erfolgte, wie in 
Beispiel 2 beschrieben. 

PatentansprGche 

1. Verfahren zur Trennung und Isolierung von 
DNA enthaltenden und RNA enthattenden Frak- 
tionen aus in biologischen Proben enthaltenen Zel- 
len, rf nrtmyh gekennzeichnet, daB man die ZeDen 
mit einer Ldsung I behandelt die eine Lyse der 
ZeUen bewirkt, wobei die ZeQkerne jedoch intakt 
bleiben, und durch Zentrifugation die DNA enthal- 
tenden ZeOkerne von der uberstehenden, RNA ent- 
haltenden Losung trennt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Ldsung I ein Detergens und ein 
Reduktionsmittel neben weiteren gegebenenfalls 
vorhandenen Qblichen Puff ersubstanzen und Hilfs- 
stoffen und optional einen RNAse-Inhibitor und 
einen Vanadylribonucleosidkomplex enthilt 

3. Verfahren nach Anspruch % dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Ldsung I 5 bis 20 mM Tris-HO, 
pH 7 bis 9, 0,1 bis 1 M Nad 05 bis4mM Mgdi03 
bis 1 & Nomdet-P-40, 0 bis 200 mM DhhiothreitoL 0 
bis 3000 U placent&ren RNAse-Inhibitor und 0 bis 
50 mM Vanadylribonucleosidkomplex enthalt 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Ldsung I 6 bis 14 mM Tris-HO, 
pH 7 bis 8, 0,12 bis 0,18 M Nad, 1 bis2 mM Mg0 2 
und 03 bis 1 % NP-40 enthMt 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sp ruche, dadurch gekennzeichnet daB man nach 
der Trennung von DNA enthaltenden Zellkernen 
und RNA enthaltender Ldsung die letztere mit ei- 
ner Losung II versetzt, welche ein Denaturierungs- 
mittel, ein Detergens und weitere ubliche Puffer- 
komponenten enthalt 

6L Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet dafi man eine Ldsung II, enthaltend 5 bis 
8*5 M Hamstoff, 0,1 bis 3% Natriumdodecylsulfat, 
02 bis 1 M Nad, 2 bis 20 mM EDTA und 5 bis 20 
mM TRIS-HO, pH 7 bis 8 verwendet 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Losung II 6 bis 8 M Hamstoff, 0,5 
bis 2% SDS, 0,3 bis 0,5 M NaO, 5 bis 15 mM Na- 
EDTA und 5 bis 10 mM Tris-HO, pH 7 bis 8 enthalt 

8. Verfahren nach Anspruch 5, 6 oder 7, dadurch 
gekennzeichnet dafi man die RNA enthahende 
uberstehende Ldsung mit etwa dem gleichen Volu- 
men an Ldsung II versetzt 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprQche, dadurch gekennzeichnet, dafi man zur 
RNA-Abtrennung die iiberstehende Ldsung bzw. 
die uberstehende Ldsung, welche mh Ldsung II 
vennischt wurde, mh einer RNA-bindenden Matrix 
zusammenbringt, von der RNA selekuv wieder ab- 
gewaschen werden kann, und auf diese Weise die 
RNAisoiiert 

10. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB man zur RNA-Ab- 
trennung die uberstehende Ldsung bzw. die Qber- 
stehende Ldsung, welche mit Ldsung II vennischt 
wurde, in an sich bekannter Weise extrahiert 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet daB man mit Phenol/Oilorof orm/Isoamy- 
lalkohol und anschlieBend mit Chlorofonn/Isoamy- 
lalkohol, und zwar jeweils mit etwa gleichem Vohi- 
men, extrahiert 
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12 Verfahrcn nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB manZeflen, 
welche aus Kdrperfmssigkeiten isoliert wurden, 
oder ZeDen aus Zellkulturen oder Zellsuspensionen 
verwendet 

13. Verfahrcn nach Anspmch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man von Blut ausgeht und nach an 
sich bekannten Methoden eine Plasmaseparation 
durchfuhrt und die Bhitzeflen verwendet 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man nach der Plasmaabtrennung die 
Blutzellen mit einer Pufferidsung wascht 

15. Verfahren nadi Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Pufferifisung 100 bis 200 mM 
NH4Q 5 bis 20 mM KHCO3 und 05 bis 2 mM 
EDTAenthfih. t l t 
16l Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man von Vollblut ausgeht und dieses 
mit einer Pufferidsung, enthaltend 100 bis 200 mM 
NH4C3, 5 bis 20 mM KHCO3 und 05 bis 2 mM 
EDTA, versetzt und danach durch Zentrifugation 
die weiBen Blutzellen isoliert und weiterverwendet 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Pufferidsung 135 bis 175 
mM NH4CL 8 bis 14 mM KHCO3 und 08 bis U 
Na-EDTA enthalt 

18. Reagenzienkit zur Gewinnung und Auftren- 
mmg von DN A enthaltenden und RNA enthalten- 
den Fraktionen aus aus biologischen Proben erhal- 
tenen Zellen, dadurch gekennzeichnet, dafl eine Ld- 30 
sung I, umfassend ein Detergens, ein Reduktions- 
mhtel und optional einen RNAse-Inhibitor und/ 
oder einen Vanadylribonucleosidkomplex, enthal- 
tenist 

19. Reagenzienkit nach Anspruch 18, dadurch ge- 35 
kennzeichnet, daB die LSsung I 5 bis 20 mM Tris- 
HO, pH 7 bis 9, 01 bis 1 M Nad, 0,5 bis 4 mM 
Mgd* 03 bis 1% Nonidet-P-40 0 bis 200 mM Dit- 
hiothrehol 0 bis 3000 U placentaren RNAse-Inhibi- 
tor und 0 bis 50 mM Vanadylribonucleosidkomplex 40 
enthalt 

20. Reagenzienkit nach Anspruch 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Losung I 6 bis 14 mM Tris- 
HO, pH 7 bis 8, 0,12 bis 0,18 M Nad, 1 bis 2 mM 
MgCh und 03 bis 1 % NP-40 enthalt 

21. Reagenzienkit nach einem der Ansprflche 18 bis 
20 dadurch gekennzeichnet, daB er des weheren 
eine L5sung II umfaBt, welche 5 bis 8,5 M Harn- 
stoff, 01 bis 3% Natriumdodecyisulfat, 0,2 bis 1 M 
Nad, 2 bis 20 mM EDTA und 5 bis 20 mM Tris- 50 
HO, pH 7 bis 8 enthalt 

22. Reagenzienkit nach Anspruch 21, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Ldsung II 6 bis 8 M Harn- 
stoff, 0,5 bis 2% SDS, 03 bis 0,5 M NaCl, 5 bis 15 
mM Na-EDTA und 5 bis 10 mM Tris-HO, pH 7 bis 
8 enthalt 

23. Reagenzienkit nach einem der Ansprttche 18 bis 
22, dadurch gekennzeichnet, daB er zusatzlich eine 
PufferlOsung umfaBt, welche 100 bis 200 mM 
NH4CX 5 bis 20 mM KHCO3 und 05 bis 2 mM 
EDTAenthait 

24. Reagenzienkit nach Anspruch 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Pufferidsung 135 bis 175 mM 
NH4CI, 8 bis 14 mM KHCO3 und 0,8 bis 1,3 Na-ED- 
TA enthalt 

25. Reagenzienkit nach einem der AnsprOche 18 bis 
24, dadurch gekennzeichnet, daB er zusatzlich eine 
RNA-bindende Matrix enthalt 
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26. Verwendung eines Reagenzienkhs nach den 
Anspriichen 18 bis 25 in einem Verfahren gemSB 
den Ansprflchen 1 bis 17* 



